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10 SEQUENCE POT.YPEPTTDTOTTE AMTTCTMTnrTT M FArTPTTP ^ 

nWaCNTS ET/OTT EPITOPES ng rET.T.P- rT , 

obiet da 3 'invflntiffn. 

La presente invention concerne la sequence 
15 polypeptidique antigenique du facteur VIII, des fragments, des 
epitopes de celle-ci et les parties fortes de ces epitopes, 
les inhibiteurs diriges centre cette sequence, ses fragments, 
ses epitopes et/ou les parties fortes de ces epitopes, ainsi 
que les anti-inhibiteurs diriges centre lesdits inhibiteurs. 
20 La Presente invention concerne egalement une 

composition pharmaceutic^ ainsi qu'un dispositif de diagnostic 
comprenant les molecules sus-mentionnees. 
Arr i ere-plan tftchnoiomnua a i» b a aa LUmgantjog, 

Recemment, ont ete mises en quantites suffisantes, 
a la disposition des hemophiles, des preparations de facteur 
VIII purifiees a partir de grands pools de plasma par 
chromatographic echangeuse d'ions, ou tres recemment par 
immunoaf finite . 

Differentes preparations de FVIII obtenues par 
ingenierie genetique sont actuellement en developpement ou en 
etude clinique. Ces FVIII sont soit des molecules entieres, 
soit deletees (Bihoreau (1992) ) . 

Le FVlll est un cofacteur glycoproteinique de la 
coagulation plasmatique et agit au niveau de 1' activation du 
facteur X (FX) . La caracterisation du FVIII et de son mecanisme 
d' action est rendue plus ardue par sa faible concentration dans 
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le plasma, 1 'heterogeneite de taille, et son extreme 
sensibilite a la degradation enzymatique. Cette reaction 
comprend la proteolyse du FX en facteur X active (FXa = facteur 
Stuart) et fait intervenir un complexe (complexe Tenase) 
5 comprenant l'enzyme (FIX active ou FIXa) , un cofacteur (le 
FVIII active ou FVIIIa) , des ions calcium et des 
phospholipides . 

Le FVIII est une proteine si complexe que, bien que 
la sequence du gene soit connue depuis 1984 (Verhar et al., 
10 Nature 312, pp. 317-342 (1984)), la structure complete du FVIII 
plasmatique n'est pas encore etablie (pres de 50% de la 
proteine a seulement ete sequencee) ainsi que la structure 
precise des carbohydrates. La sequence de DNA a. ete admise 
comme definissant la sequence primaire du FVIII (rare exception 
aux directives prescrites par la FDA pour les produits 
therapeutiques issus de la biotechnologie) . 

Cependant, des differences subtiles entre le FVIII 
plasmatique et le FVIII recombinant ont ete etablies : 
glycosylation, demi-vie plasmatique apres infusion, ... . 

Le FVIII est essentiellement synthetise dans les 
hepatocytes. II a ete clone dans des cellules de mammiferes, 
d'insectes et de levures (Webb et al., 1993). Ces 
glycoproteines produites par des processus biotechnologiques 
peuvent presenter des differences dans la structure et la 
25 composition des sucres par rapport a la proteine naturelle. Le 
cDNA du FVIII a aussi ete exprime dans des ovins transgeniques 

(Halter et al., 1993) . 

Le cDNA code pour un polypeptide de 2351 acides 
amines y compris le peptide signal de 19 acides amines clive 

30 dans le reticulum endoplasmique . Des modifications 
post-traductionnelles ont lieu dans l'appareil de Golgi: 
glycosylation des serines et des threonines et addition d'ions 
sulfates aux residus tyrosine. Apres maturation, la proteine 
est ensuite secretee dans le plasma, sous forme de 2 chalnes 

35 210 kDa (la 1648 residus) et 80 kDa (de 1649 a 2332 residus) 
unies par un ion divalent, et dont la plus legere est associee 
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de maniere non covalente au Facteur von Willebrand (vWf) par 
son extremite N-terminale (1 molecule vWf par molecule de 
FVIII). Dans le plasma, ce complexe est stabilise par des liens 
hydrophobes et hydrophiles en presence de 50 fois plus de vWf . 
Ce dernier inhiberait la fixation du FVIII aux phospholipides. 
Le fait que FVIII se lie aux plaquettes a ete etabli, toutefois 
la presence de recepteurs specif iques exprimes a la surface des 
plaquettes n'a pas ete clairement demontree (Nesheim et al., 
1993) . Apres sa fixation sur les phospholipides membranaires, 
il demasquerait des sites de liaison de haute affinite pour le 
FIXa (Bardelle et al.,1993). 

Le FVIII est forme de trois domaines structuraux A, 
B et C (Kaufman RJ, 1992; Bihoreau et al., 1992) organises en 
A1:A2:B:A3:C1:C2 (figure 1). Les domaines A ont plus de 40% 
15 d'homologie et sont aussi homologues a la ceruloplasmine. II 
existe egalement 30% d'homologie entre le domaine A du 
facteur V et du FVIII. Le domaine C intervient deux fois et 
serait capable de lier des glycoconjugues et des phospholipides 
a charge nette negative (Kemball-Cook and Barrowcliffe (1992); 
20 Fay, PJ, 1993)). II presente une homologie avec des lectines 
capables de se lier aux phospholipides charges negativement. 
C'est a ce niveau qu'a ete localise le site de fixation aux 
plaquettes (domaine C2) (Foster et al., (1990)). Le domaine B 
qui represente plus de 40% de la masse du FVIII, n'a aucune 
25 activite specifique connue mais pourrait jouer un rdle subtil 
dans la regulation de FVIII en Le protegeant par exemple de 
1' action de la thrombine. II n'a pas d'homologie connue avec 
d'autres proteines. 

II possede 19 sites de glycosylation sur les 25 
30 identifies pour le FVIII. La comparaison des sequences en 
acides amines entre les FVIII humain et porcin, fait apparaitre 
des differences majeures au niveau de cette region B. Neanmoins 
le FVIII porcin est utilise efficacement pour traiter les 
hemophiles presentant des inhibiteurs. Ces observations ont 
35 mene a la construction d'un gene FVIII delete dans la partie 
codante de cette region B et qui permet la production d'un 
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FVIII recombinant delete destine au traitement de 1* hemophilic. 

Par immunopurification, differentes formes de FVIII 
actif ont ete isolees qui ont en commun une chaine legere de 
80 kDa et dont la chaine lourde peut avoir un poids moleculaire 
5 entre 210 et 90 kDa. Ces formes seraient issues de la 
degradation progressive de l'extremite C-terminale de la chaine 
lourde. La liaison des deux chaines est non covalente et 
resulte via une liaison d'un ion metallique divalent (Me++) 
entre les residus responsables des domaines Al et A3. Apres 
10 formation du complexe active (50-45 kDa) (chaine lourde avec 
domaine A2 accessible) et 70 kDa (chaine legere), une phase 
d'inactivation est observee suite probablement a un contact 
prolonge a la thrombine et une dissociation des fragments 50 
kDa et 45 kDa. Le FVIIIa est aussi inactive par la proteine C 
15 activee (APC) apres proteolyse de la chaine lourde. Cette 
inactivation est acceleree si le FVIIIa est fixe sur une 
surface phospholipique . Cette "down-regulation" de l'activite 
du FVIIIa dependrait d'une phosphorylation par un enzyme 
plaquettaire (Kalaf atis et al, (1990) ) . 
2 0 La plupart des epitopes reconnus par les divers 

monoclonaux murins isoles a ce jour ne semblent pas etre 
localises dans les "sites fonctionnels" du FVIII. Quelques 
epitopes reconnus par des anticorps ayant un effet sur 
l'activite du FVIII (inhibition du test chromogenique et/ou 
25 clotting) ont ete identifies. 

Ces determinants antigeniques sont constitues des 
fragments 351 - 365 (domaine Al - chaine lourde), 713 - 740 
(domaine A2) , 1670 - 1684 (domaine A3 - chaine legere) (NH2 
terminal de la chaine legere) ou encore 2303 - 2332 (dcmaine 
30 C2 - chaine legere) (Foster C, (1990) ) , les fragments 701 - 750 
(Ware et al. (1989)), 1673 - 1689 (Leyte et al. (1989)), 330 - 
472, 1694- 1782 (EP-0 202 853), 322 - 740 et 2170 - 2322 
(Scandella et al. (1992)). 

Les anticorps reconnaissent ces divers sites, 
35 interferent respectivement avec 1' activation du FVIII, la 
liaison du vWf ou la liaison des phospho lip ides. 
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D'autres anticorps, non inhibiteurs des tests 
classiques d'activite in vitro, peuvent agir sur 1- action du 
FVIII avec les autres constituants de la cascade de coagulation 
en se fixant sur des sites de la molecule fort distants des 
5 sites actifs. Ceux-ci, ainsi modifies, peuvent interferer avec 
le reploiement naturel du FVIII, alterant certaines de ses 
proprietes ("modele allosterique") . 

Ces experiences de "mapping" utilisent des peptides 
synthetises par des fragments de genes du FVIII clones dans E 
10 coii, et ne permettant qu'une idee approximative de la 
localisation des determinants antigeniques reconnus par ces 
monoclonaux. En effet, la taille des fragments identifies 
s'echelonne entre 30 et 100 acides amines. 

Actuellement, pour identifier sans equivoque les 
15 sites antigeniques d'une proteine, il faut la cristalliser et 
1* analyser aux RX. Malheureusement, on ne dispose d'aucune 
donnee pour le FVIII dont le haut poids moleculaire est un 
handicap majeur pour la cristallisation. 

Les regions antigeniques coincident avec le caractere 
20 hydrophile de ces regions : plus la sequence oligopeptidique 
sera exposee au milieu exterieur (situee a la surface), plus 
cette partie sera susceptible d'etre reconnue dans une reaction 
d» immunisation. Par contre, les parties hydrophobes, situees 
generalement a l'interieur de la proteine, sont considerees 
25 comme peu antigenique. 

Actuellement, une notion qui predomine chez les 
patients hemophiles, les cliniciens et les fractionneurs, est 
la disponibilite d'un FVIII purifie, depourvu de tout 
contaminant plasmatique pathogene et d'effets secondaires. 
30 Cependant, que ce soit apres immunopurification a 

l'aide de monoclonaux murins, ou apres obtention par 
recombinaison genetique dans des cellules de mammiferes, le 
FVIII hautement purifie est extremement instable pour des 
raisons qui ne sont pas apparentes. Pour pouvoir le stabiliser, 
35 on ajoute des quantites importantes d'albumine humaine 
plasmatique au cours de la purification de sorte que l'activite 
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specifique finale est de l'ordre de 2-3 U/mg proteine. II en 
va de meme pour le rFVIII coexprime avec du facteur von 
Willebrand, stabilisateur naturel, dans des cellules CHO. Ces 
donnees semblent suggerer une influence des etapes de 
5 purification sur la molecule de FVIII, pouvant interferer avec 
son reploiement naturel, introduire des changements 
conformationnels plus ou moins stables et devoiler des Epitopes 
potentiels nouveaux apres infusion chez le patient. 

Une des complications serieuses presente chez 5 a 50% 
10 selon les auteurs (Ljung et al. (1992); Sultan et al., (1992); 
Lorenzo et al. (1992)) des hemophiles qui recoivent des 
infusions therapeutiques multiples de FVIII, est 1' apparition 
d'anticorps (inhibiteurs) qui inactivent le FVIII et rend 
inefficace toute injection ulterieure de FVIII. 
15 l* apparition spontanee d'auto-anticorps avec une 

activite anti-FVIII pathologique est rare chez les 
non-hemophiles (prevalence: 10~ 5 ) et est signalee chez les 
individus ages, manifestant des troubles immunologiques ou en 
post-partum (Kessler (1991), Hultin (1991)). Une etude 
20 multicentrique effectuee sur 3435 patients hemophiles, montre 
que tous les groupes d'age sont concernes y compris les 
patients de moins de 5 ans. La majorite (82%) presentent une 
reponse tres elevee (>10 BU) (Sultan et al. (1992)). Ces 
anti-FVIII seraient composes essentiellement de IgG, de type 
25 IgG4 mais, des IgG2 (Gilies et al. (1993)b) IgA et des IgM ont 
ete aussi decrits (Lottenburg et al. (1987)). lis reagissent 
faiblement avec des molecules FVIII heterologues purifiees 
d'autres mammi feres (Bennett, B et al. (1972)). A l'heure 
actuelle, on ignore les causes qui induisent chez certains 
30 hemophiles 1' apparition des inhibiteurs. S'il existe une 
association entre la severite de la deletion du gene et le 
developpement d'une reponse immmunitaire ne reconnaissant plus 
le FVIII comme une proteine du soi, cette association n'est 
demontree que chez une minorite de patients. Aucune 
35 susceptibilite specifique de l'hote, liee a des marqueurs 
genetiques, n'a pu etre mise en evidence comme par exemple une 
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association privilegiee avec certains determinants du complexe 
MHC de classe II (Hoyer (1991,,, sans doute , parce que tQus 1m 
epitopes du FVIII, reconnus par les anticorps specifiques n'ont 
pas encore ete determines. II semble aussi que les differentes 
methodes de preparation du FVIII pourraient influencer sa 
structure, ses proprietes physico-chimiques ou son 
micro-environnement naturel (Vermeylen, J and Peerlinck (1991,; 
Gomperts, et al. (1992); Peerlinck et al. (1993)). Barrowcliffe 
et al. (1983) ont raontre que les phospholipides protegeraient 
l'activite procoagulante de l'inactivation par des anticorps 
specifiques humains. La presence d'anticorps naturels 
anti-FVIII chez 17% de donneurs sains (screening effectue sur 
500 dons de plasma) , sans manifestation pathologique, demontre 
1' importance de mieux connaltre 1' aspect structurel 
15 tridimensionnel que revet un FVIII physiologique (Ciavarella 
and Schiavoni (1992) ) . 

La transfusion etudiee sur des cultures mixtes de 
lymphocytes, chez des modeles animaux et lors d'essais 
cliniques, a montre une modification de 1 • immunomodulation chez 
20 le transfuse, induisant une allo-immunisation et aussi une 
down-regulation de certaines fonctions immunitaires. Elle se 
manifeste sous forme de cellules suppressives, d'anticorps 
anti-idiotypes ou une diminution des cellules NK. Tout se passe 
comme si on induisait un certain degre de tolerance. Ces effets 
25 peuvent etre renverses par 1' infusion de 1» inter leukine-2 
(IL-2) (Triulzi et al., 1990). In vitro, un effet inhibiteur 
de la secretion de IL-2 ainsi que la proliferation de 
mononucleaires de sang peripherique, sont obtenus en presence 
de cryoprecipite ou des preparations peu purifiees de FVIII 
30 (0,5 a 10 U/mg proteines) (Madhok et al., 1991; Wadhwa, M et 
al., 1992). Ces effets ne sont pas observes en presence de 
rFVlll ou de FVIII purifies par immunoaf finite. Cette derniere 
preparation aurait un effet activateur sur les cellules T 
(Madhok et al., 1991). Toutefois, ces donnees ne sont pas 
35 directement extrapolables a une situation in vivo. 

II n'existe aucun modele experimental permettant de 
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poser un pronostic quant a 1 1 immunogeneicite ou l'effet 
immunomodulateur des preparations de FVIII ou la susceptibility 
de l f hote avant leur administration clinique. Ce modele devient 
une necessite absolue devant 1 • augmentation de la frequence 
5 d'apparition d'anticorps anti-FVIII lors des essais cliniques 
actuels utilisant des preparations de FVIII de tres haute 
activity specif ique obtenues soit par immunopurif ication soit 
par des techniques d'ingenierie du DNA (Seremetis et al. 
(1991))- De plus, Aledorf (1993) montre qu'en utilisant ces 
10 deux types de preparations chez des sujets vierges, non 
transfuses auparavant (PUPS), on observe une prevalence en 
inhibiteurs allant jusqu'a 27%. 
Lfcat dfi la technique. 

Les patients qui d6veloppent une reponse immune 
15 anti-FVIII se trouvent dans une situation grave qui necessite 
l f utilisation de moyens lourds, agressifs et excessivement 
codteux. Une des techniques les plus utilis6es est de noyer 
l'organisme en injectant reguli£rement de tr6s hautes doses de 
FVIII (100 k 200 U/kg/jour) (Ewing et al. (1988)) en 
20 association avec un complexe Prothrombine concentrfe (FEIBA) 
(protocole de Bonn), ce qui r6duit ef fectivement le taux 
d' inhibiteurs dans le sang (Sultan et al., 1986). De plus, ce 
type de traitement doit Stre poursuivi pendant un temps tres 
long (Lian et al., 1989). Les essais menfes en utilisant des 
25 doses moindres de FVIII ont rencontr§ un certain succ£s chez 
des patients dont le taux d'anticorps anti-FVIII est beaucoup 
plus faible (Gruppo, (1991)). 

Une voie alternative est ^utilisation de FVIII 
d'espece non humaine comme celle de pore, non neutralise par 
30 les anti-FVIII du patient et permettant l f hemostase. Une etude 
multicentrique a montr6 les benefices d'un tel traitement mais 
a aussi mis en evidence des anticorps anti-FVIII porcin (Lozier 
(1993); Moreau et al. (1993); Hay and Bolton-Maggs (1991); 
Clyne et al. (1992)). Le facteur VIII activfc, obtenu par DNA 
35 recombinant, a 6t6 aussi utilise comme voie alternative de la 
coagulation chez des patients pr6sentant des inhibiteurs 
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(Ingerslev et al. (1991)). 

Recemment, une strategie fructueuse (Nilsson et al 
(1990)) pour reduire le taux d' inhibiteurs a consist* a 
soumettre les patients a une circulation extra-corporelle pour 
permettre 1- absorption en phase solide des IgG totales sur 
Proteine A tout en les traitant avec des agents cytostatics 
coame la cyclophosphamide. 

L» infusion d'immunoglobulines intraveineuses 
polyvalentes (IVIG) combinees ou non avec un traitement 
immunosuppresseur s'est revelee relativement efficace, la 
raison de cette efficacite n'etant pas encore bien etab'lie. 
Differentes hypotheses ont ete avancees impliquant une 
inhibition feed-back de la synthese des IgG, le stimulation de 
leur clearance, 1' activation des T suppresseurs (Bloom (1992)). 
15 Une explication interessante est que ces immunoglobulines 
intraveineuses commerciales contiendraient des anticorps 
capables de reagir avec des anticorps anti-FVIII au niveau de 
leur partie variable (idiotypes) et les neutralises Cette 
activite anti-idiotype serait specifique a chaque donneur et 
pourrait etre synergique dans un pool d'IgG (Dietrich et al 
(1992) ) . 

Malheureusement, aucune de ces approches ne s'est 
revelee satisfaisante en termes de securite, d' efficacite et 
de cout. 
25 But a dft 1 'invanHnn, 

La presente invention vise a obtenir une sequence 
polypeptidique antigenique du facteur VIII, des fragments et 
des epitopes de celle-ci, destines a ameliorer le diagnostic 
et/ou la therapie de desordres immunitaires, en particulier 

30 ceux induits par les inhibiteurs du FVIII, les inhibiteurs de 
la liaison du EVIII au facteur de von Willebrand (vWf) et/ou 
aux phospholipides membranaires (PL) . 

Un autre but de 1» invention vise a obtenir des 
inhibiteurs presentant une immunoaffinite avec cette sequence 

35 polypeptidique antigenique, ses fragments et/ou ses epitopes, 
destines egalement a ameliorer le diagnostic et/ou la therapie 
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de desordres immunitaires . 

Un but complement a ire vise a obtenir des anti- 
inhibiteurs, en particulier des anticorps, diriges centre 
lesdits inhibiteurs susmentionnes, destines a ameliorer le 
5 diagnostic et/ou la therapie de desordres immunitaires. 

PrftVft steaficiBtiflQ de3 figures. 

La figure 1 represente de maniere schematique la sequence 

polypeptidique du facteur VIII. 
La figure 2 represente le graphique d'hydrophilicite de la 
IQ sequence A3 du facteur VIII renumerotee de 1 a 

371 acides amines (valeur de surface pour chaque 

acide amine) . 

La figure 3 represente le graphique de flexibility de cette 

sequence A3 du facteur VIII. 
15 La figure 4 represente le graphique d'accessibilite de cette 

sequence A3 du facteur VIII. 
La figure 5 represente le graphique general reprenant la 

somme des valeurs definies dans les graphiques 

2 a 4. 

20 La figure 6 represente la mise en evidence d* anticorps anti- 

facteur VIII dans les sera de souris par un test 
ELISA. 

Ei manta em«e ^ri«ti«iM de 1' invention. 

La pr6sente invention concerne la sequence 
25 polypeptidique antig6nique du facteur VIII et/ou des fragments 
de celle-ci, tels que d6crits par Verhar et al. (Nature, vol. 
312, p 339 (1984) ) . 

On entend par "sequence polypeptidique du facteur 
VIII" la sequence naturelle humaine ou animale, eventuellement 
30 glycosyiee, obtenue par purification de pools de plasma, en 
particulier la fraction I de Cohn, par synthese et/ou 
ing6nierie genetique (c f est-a-dire egalement une sequence 
eventuellement deiet6e des portions n'intervenant pas dans le 
mecanisme de coagulation sanguine) du facteur VIII. 
35 La presente invention concerne en particulier la 

sequence polypeptidique antigenique du facteur VIII depourvue 
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30 



des fragments Alanine 322 - Serine 750, Leucine 1655 - Arginine 
1689, Lysine 1694 - Proline 1782 et Acide Aspartique 2170 - 
Tyrosine 2332. 

La presente invention concerne en particulier les 
sequences polypeptidiques antigeniques Al, A2, A3, et C (CI et 
C2) du facteur VIII. 

Dans la suite du texte, les acides amines seront 
representes par leur abreviation en trois lettres ou par le 
symbole d'une lettre unique telle qu'identifiee dans le tableau 
ci-dessous . 



Alanine 


Ala 


A 


Leucine 


Leu 


L 


Arginine 


Arg 


R 


Lysine 


Lys 


K 


Asparagine 


Asn 


■ 


Methionine 
; 


Met' 


M 


Acide 

Aspartique 


Asp 


D 


Phenylalanine 


Phe 


F 


Cysteine 


Cys 


C 


Proline 


Pro 


P 


Glutamine 


Gin 


Q 


Serine 


Ser 


S 


Acide 
Glutamique 


Glu 


E I 


Threonine 


Thr 


T 


Glycine 


Gly 


G | 


Tryptophane 


Trp 


W 


Histidine 


His 


H 


Tyrosine 


Tyr 


Y 


Isoleucine 


He 


I 


Valine 


Val 


V 



35 



concerne la sequence polypeptidique antigenique A3 du facteur 
VIII, des fragments et/ou des epitopes de celle-ci. Ladite 
sequence est comprise entre 1» Acide Glutamique 1649 et 
l'Asparagine 2019, de preference comprise entre l'Arginine 1652 
et l'Arginine 1917 ou entre l'Arginine 1803 et l'Arginine 1917, 
de la sequence polypeptidique du facteur VIII telle que publiee 
par Verhar et al. (Nature, vol. 312, p 339 (1984)) et Toole et 
al. (Nature, vol. 312, pp. 342-347 (1984)). 

Preferentiellement, les fragments de ladite sequence 
sor.t compris entre l'Arginine 1652 et l'Arginine 1696, de 
preference entre l'Arginine 1652 et l'Arginine 1689, entre la 
Threonine 1739 et 1 'Acide Aspartique 1831 ou entre 1' Acide 
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Glutamique 1885 et l'Arginine 1917. 

L f invention concerne egalement les epitopes de 
sequence de ces fragments, notamment: 

- 1* epitope compris entre l f Arginine 1652 et la 
5 Tyrosine 1664 defini par la sequence suivante : 

SEQ ID NO:l: 

Arg Thr Thr Leu Gin Ser Asp Gin Glu Glu He Asp Tyr 
1 5 10 

- l f epitope compris entre l'Acide Aspartique 1681 et 
I'Arginine 1696 dfefini par la sequence suivante : 
SEQ ID NO: 2: 

Asp Glu Asp Glu Asn Gin Ser Pro Arg Ser Phe Gin Lys Lys Thr Arg 
1 5 10 15 

- I 1 Epitope compris entre la Threonine 1739 et la 
Tyrosine 1748 d6fini par la sequence suivante : 
SEQ ID NO: 3: 

Thr Asp Gly Ser Phe Thr Gin Pro Leu Tyr 
1 5 10 

- I 1 epitope compris entre I'Asparagine 1777 et la 
Phenylalanine 1785 d6fini par la s6quence suivante : 
SEQ ID NO: 4: 

Asn Gin Ala Ser Arg Pro Tyr Ser Phe 
1 5 

- l f epitope compris entre l'Acide Glutamique 1794 et 
la Tyrosine 1815 defini par la sequence suivante : 
SEQ ID NO: 5: 

30 Glu Asp Gin Arg Gin Gly Ala Glu Pro Arg Lys Asn Phe Val Lys Pro 
X 5 10 15 

Asn Glu Thr Lys Thr Tyr 
20 



10 



15 



20 



25 



35 
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- 1' epitope compris entre la Methionine 1823 et 
l'Acide Aspartique 1831 defini par la sequence suivante : 
SEQ ID NO: 6: 

Met Ala Pro Thr Lys Asp Glu Phe Asp 
1 5 



- 1' epitope compris entre l'Acide Glutamique 1885 et 
la Phenylalanine 1891 defini par la sequence suivante : 

SEQ ID NO: 7: 
10 Glu Thr Lys Ser Trp Tyr Phe 
1 5 

- 1' epitope compris entre l'Acide Glutamique 1893 et 
1 'Alanine 1901 defini par la sequence suivante : 

15 SEQ ID NO: 8: 

Glu Asn Met Glu Arg Asn Cys Arg Ala 
1 5 



- 1' epitope compris entre l'Acide Aspartique 1909 et 
20 l'Arginine 1917 defini par la sequence suivante : 
SEQ ID NO: 9: 

Asp Pro Thr Phe Lys Glu Asn Tyr Arg 
1 5 



25 Avantageusement, ladite sequence, ses fragments 

particuliers et ses epitopes presentent une caracteristique 
antigenique illustree par les figures 2 a 5 annexees. 

Une autre forme d'execution preferee de 1' invention 
concerne la sequence polypeptidique antigenique Al du facteur 
30 VIII, des fragments et/ou des epitopes de celle-ci. 

Preferentiellement, les fragments de ladite sequence 
sont compris entre 1 'Alanine 108 et la Methionine 355, de 
preference entre 1 'Alanine 108 et la Glutamine 228. 

L' invention concerne egalement les epitopes de 
35 sequence de ces fragments, notamment : 
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- l f epitope compris entre 1 'Alanine 108 et la Valine 
128 defini par la sequence suivante : 

SEQ ID NO: 10: 

Ala Ser Glu Gly Ala Glu Tyr Asp Asp Gin Thr Ser Gin Arg Glu Lys 
5 1 5 10 15 

Glu Asp Asp Lys Val 
20 

- 1* epitope compris entre l'Acide Glutamique 181 et 
10 la Leucine 192 defini par la sequence suivante : 

SEQ ID NO: 11: 

Glu Gly Ser Leu Ala Lys Glu Lys Thr Gin Thr Leu 
15 10 

15 - i' epitope compris entre l'Acide Aspartique 203 et 

la Glutamine 218 defini par la sequence suivante : 
SEQ ID NO: 12: 

Asp Glu Gly Lys Ser Trp His Ser Glu Thr Lys Asn Ser Leu Met Gin 
1 5 10 15 

20 - 1' epitope compris entre I'Acide Aspartique 327 et 

la Methionine 355 defini par la sequence suivante : 
SEQ ID NO: 13: 

Asp Ser Cys Pro Glu Glu Pro Gin Leu Arg Met Lys Asn Asn Glu Glu 
1 5 10 15 

25 Ala Glu Asp Tyr Asp Asp Asp Leu Thr Asp Ser Glu Met 
20 25 
Une autre forme d f ex6cution pref6ree de 1' invention 
concerne la sequence polypeptidique antigenique A2 du facteur 
VIII, des fragments et/ou des epitopes de celle-ci. 
30 Pr£f6rentiellement, les fragments de ladite sequence 

sont compris entre l'Acide Aspartique 403 et l'Acide Aspartique 
725, de preference entre l'Histidine 693 et l'Acide Aspartique 
725. 

L' invention concerne egalement les epitopes de la 
35 sequence de ces fragments, notamment : 
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- l'epitope compris entre l'Acide Aspartique 403 et 
la Lysine 425 defini par la sequence suivante : 
SEQ ID NO: 14: 

Asp Asp Arg Ser Tyr Lys Ser Gin Tyr Leu Asn Asn Gly Pro Gin Arg 

1 5 io 15 

He Gly Arg Lys Tyr Lys Lys 

20 



- 1' epitope compris entre la Valine 517 et l'Arginine 
10 527 defini par la sequence suivante : 
SEQ ID NO: 15: 

Val Glu Asp Gly Pro Thr Lys Ser Asp Pro Arg 
15 10 



15 " 1' Epitope compris entre l'Histidine 693 et la 

Glycine 701 defini par la sequence suivante : 
SEQ ID NO: 16: 

His Asn Ser Asp Phe Arg Asn Arg Gly 
1 5 

20 

- l'epitope compris entre la Serine 710 et l'Acide 
Aspartique 725 defini par la sequence suivante : 
SEQ ID NO: 17: 

Ser Cys Asp Lys Asn Thr Gly Asp Tyr Try Gly Asp Ser Tyr Glu Asp 
25 1 5 10 15 

Une derniere forme d' execution preferee de 
1' invention concerne la sequence polypeptidique antigenique C 
du facteur VIII, des fragments et/ou des epitopes de celle-ci. 
30 De preference, les fragments de ladite sequence sont compris 
entre la Lysine 2085 et la Lysine 2249, de preference entre la 
Lysine 2085 et la Glycine 2121. 

L' invention concerne egalement les epitopes de la 
sequence de ces fragments, notamment : 



35 
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- 1" epitope compris entre le Lysine 2085 et la 
Phenylalanine 2093 defini par la sequence suivante : 

SEQ ID NO: 18: 

Lys Thr Gin Gly Ala Arg Gin Lys Phe 
5 1 5 

- 1* epitope compris entre I'Acide Aspartique 2108 et 
la Glycine 2121 defini par la sequence suivante : 

SEQ ID NO: 19: 

10 Asp Gly Lys Lys Trp Gin Thr Tyr Arg Gly Asn Ser Thr Gly 
15 10 

- I 1 epitope compris entre la Glycine 2242 et la 
Lysine 2249 defini par la sequence suivante : 

15 SEQ ID NO: 20: 

Gly Val Thr Thr Gin Gly Val Lys 
1 5 

L' invention concerne 6galement les parties fortes 

20 desdits epitopes ou desdits fragments, c'est-A-dire les 
portions de sequence desdits epitopes comprenant les acides 
amines Tyrosine et Histidine, qui presentent de mani6re 
inattendue une affinity particulierement elevee vis-a-vis des 
inhibiteurs du facteur VIII. De preference, ces parties fortes 

25 comprennent ledit acide amine Tyrosine ou Histidine lie & au 
moins deux autres acides amines identiques ou differents. 

Ces sequences, ces fragments et ces Epitopes, en 
particulier les parties fortes des Epitopes ou des fragment, 
sont caract6rises de maniere particulierement avantageuse par 

30 une hydrophilicite 61ev6e telle que decrite par Parker, Guo et 
Hodges (Biochemistry 25, pp 5425-5432 (1986)), une importante 
flexibility telle que decrite par Karplus et Schultz 
(Naturwissenschaften 72, p 212 (1985)) et une importante 
accessibility telle que d6crite par Janin (Nature 277, pp 491- 

35 492 (1979)) (voir figures 2 & 5) . 

Ces fragments et ces epitopes sont en particulier 
exposes a la surface de la proteine du facteur VIII et 
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presenters une caracteristique antigenique marquee. 

Avantageusement, ladite sequence polypeptidique, ses 
fragments, ses epitopes et/ou ces parties fortes desdits 
fragments ou desdits epitopes sont egalement independamment 
immunogenes (c'est-a-dire qu'ils sont immunogenes meme sans 
etre complexes a une proteine de grande taille telle que la 
BSA, l'hemocyanine, . ..) , et presentent de preference une 
immunoaf finite avec des inhibiteurs du facteur VIII, tels que 
des anticorps anti-facteur VIII et/ou presentent une 
immunoaf finite pour les recepteurs des lymphocytes T et/ou B. 

Cette sequence, ces fragments, ces epitopes et/ou les 
parties fortes desdits fragments ou desdits epitopes provoquent 
une reaction immunitaire (synthese d' anticorps) lorsqu'ils sont 
injectes a un lapin. 
15 Ces caracteristiques sont particulierement 

importantes pour les epitopes SEQ ID NO: 2 et SEQ ID NO: 5 qui 
comprennent des sequences relativement "longues" en acides 
amines, respectivement de 16 et 22 acides amines. 

Ces sequences sont done caracterisees par une 
20 importante immunogeneicite vis-a-vis d' anticorps monoclonaux 
et polyclonaux. 

Cependant, ces sequences sont suffisamment courtes 
pour etre aisement obtenues par synthese. 

A titre d'exemple, les peptides Asp 1681 - Arg 1696 
25 et Asp 327 - Met 355 ont ete synthetises pour mettre en 
evidence des anticorps anti-facteur VIII dans les sera de 
souris par un test ELISA. 

Les peptides libres (non couples a une proteine 
vectrice) ont ete injectes a deux souris BALB/C selon le schema 
30 suivant : 

- jour 0 100 ug de peptide emulsionne dans de 1' adjuvant de 

Freund incomplet sont injectes par voie 
intramusculaire . 

- jours 7, 14, 21 et 28 : 

35 immunisation avec 50 yg de peptide. 
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Un 6chantillon de sang est preleve chaque jour avant 
l f injection. Des plaques de microtitration en polystyrene 
(NUNC) sont saturees avec une preparation de facteur 
plasmatique dilu&e a l'aide de 40 Ul/ml. 50 \xl de dilutions 
5 croissantes (1/60, 1/300 et 1/600 a des antisera de souris sont 
ajoutes aux puits. Apres incubation et lavage, la presence 
d' anticorps anti-facteur VIII est mise en evidence par 
l 1 addition de 50 ]il d f une dilution 1/5000 d'un anticorps de 
lapin anti-IgG de souris marquee & la biotine. Apres 
10 incubation et lavage, les puits sont incubes avec 50 pi 
d'avidine-peroxydase (1/2500) et laves, et finalement, 100 ml 
d'OPD sont ajoutes aux puits. La densite optique est mesuree 
£ 490 mm. Les resultats des EL ISA sont repris dans la figure 
6 annex6e (EXA, EX2 et un Schantillon BLC qui sert de blanc) . 
15 La presente invention concerne egalement les epitopes 

conformationals comprenant au moins deux fragments diffferents 
de ladite sequence, au moins deux Epitopes de sequence et/ou 
au moins deux parties fortes desdits epitopes ou desdits 
fragments diff6rents selon 1' invention et identifies ci-dessus. 
20 Les Epitopes conformationals sont composes de deux 

ou plusieurs portions diff6rentes d'une sequence polypeptidique 
situees a proximite les unes des autres lors du reploiement de 
la proteine dans sa structure tertiaire ou quatemaire. 

Ces fepitopes sont susceptibles d'etre "reconnus" 
25 (c f est-a-dire de pr6senter une immunoaf f init6) , de pr6f6rence 
simultanement, avec des inhibiteurs du facteur VIII, notamment 
des lymphocytes B (via le locus majeur d f histocompatibilit6 
(MHC I et/ou ID) et/ou des anticorps anti-facteur VIII 
(Scandella et al., Blood 76, p 437 (1990)). 
30 De preference, ladite sequence, lesdits fragments, 

lesdits Epitopes et/ou les parties fortes desdits epitopes ou 
desdits fragments sont complexes avec une proteine porteuse ou 
un peptide porteur, tels que la BSA ou l f hemocyanine, de 
maniere a former un complexe presentant une plus forte 
35 immunog6neicitfe. 
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Un autre aspect de la presente invention concerne un 
inhibiteur du facteur VIII presentant une immunoaf finite avec 
la sequence polypeptidique antigenique selon la presente 
invention, avec des fragments, des epitopes de celle-ci, des 
5 parties fortes desdits epitopes ou desdits fragments et/ou le 
complexe selon 1» invention. 

On entend par inhibiteur, toute molecule biologique 
ou cellule intervenant avec et/ou contre le facteur VIII, et 
susceptible de creer des desordres immunitaires. 
10 En Particulier, un tel inhibiteur peut etre un 

anticorps (gammaglobuline) monoclonal ou polyclonal ou un 
fragment d'anticorps anti-facteur VIII (tel que la portion 
hypervariable Fab dudit anticorps), qui inactive ledit facteur 
VIII et/ou qui inhibe la liaison du facteur VIII au facteur de 
15 von Willebrand et/ou aux phospholipides membranaires. 

Avantageusement, lesdits inhibiteurs sont synthetises 
par un animal "chimerique" comportant un systeme immunitaire 
humain tel qu'une souris SCID-hu produisant des anticorps 
humains . 

20 Les souris SCID (severe combined immunodeficient) 

sont des souris presentant une deficience en lymphocytes B et 
T fonctionnels due a un dysfonctionneraent de la recombinaison 
des genes responsables des recepteurs antigeniques . Le systeme 
immunitaire des souris SCID peut etre reconstitue avec des 

25 cellules immunocompetentes d'origine humaine provenant 
d'organes fetaux ou de sang peripherique (Mosler et al. (1988) • 

Une fois reconstitutes, ces souris 
SCID-hu produisent des anticorps humains soit spontanement, 
r oit apres immunisation. 

30 11 semble qu'il n'existe pas de reactivite croisee 

dramatique entre les facteurs VIII humain et murin (Kessler, 
1991). 

Les lymphocytes du sang peripherique sont preleves 
chez plusieurs types de donneurs : volontaires non hemophiles, 
35 hemophiles depourvus d' inhibiteurs detectables par les methodes 
classiques, hemophiles presentant un taux important 
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d' inhibiteurs ainsi que des donneurs produisant des auto- 
anticorps . 

Ce modele est utilise dans deux types de travaux. 
D'abord, la reconstitution de souris est obtenue avec des 
5 cellules d'un seul donneur, et apres verification de la 
reproductibilite du systeme, on peut comparer l'antigeneicite 
de plusieurs preparations du facteur VIII. 

D' autre part, ce modele permet d'obtenir et d'etudier 
une reponse anti-facteur VIII au niveau clonal. 
IQ L' etude de la reponse specif ique monoclonale des 

cellules B est tres importante, car elle permet precisement 
d' identifier les epitopes sequentiels et conformationnels du 
facteur VIII. Les cellules B sont cultivees donees en presence 
ou non d'anti-CD40, a partir de la rate des souris produisant 
15 des anti-facteur VIII, ou bien transformees en presence du 
virus EBV. Les anticorps anti-CD40 reconnaissent un antigene 
membranaire et activent les cellules B en presence d'une ligne 
de fibroblastes (Banchereau et al. (1991)). II est des lors 
possible d'envisager 1 'utilisation de ces epitopes 
20 immunodominants comme cible possible de 1' immunotherapie. 

La determination de marqueurs MHC de classe I et de 
classe II portes par les clones de lymphocytes B permet 
d' analyser la reponse immunitaire des anti-facteur VIII au 
niveau genetique, et ainsi de suivre la reconnaissance par les 
25 cellules T specif iques. Ceci est egalement une excellente 
methode pour voir s'il existe un facteur de risque associe a 
cette pathologie. 

Les souris BALB/C choisies pour la preparation des 
mAbs anti-facteur VIII sont prealablement injectees a trois 
30 reprises a 2 semaines d'intervalle avec une solution de facteur 
VIII recombinant (rFVIII) . Ce type de preparation presente 
l'avantage de contenir un facteur VIII de haute purete a une 
concentration elevee avec un minimum de proteines 
contaminantes. Quatre jours apres la derniere injection, les 
35 splenocytes sont fusionnes avec des cellules d'un myelome de 
souris (SP207) (van Snick et Coulie (1982)). La selection des 



WO 96/02572 



PCT/BE95/00068 



10 



21 

hybridomes produisant des anticorps anti-facteur VIII 
s'effectue par la technique EL ISA utilisant des plaques de 
polystyrene sur lesquelles du rEVIII a prealableinent ete 
insolubilise. Les surnageants d' hybridomes contenant des 
anticorps anti-facteur VIII sont clones par la technique de 
dilution limite, puis cultives in vitro. 

Les anticorps sont purifies par chromatographic au 
depart de ces surnageants. 

La quantification, la determination de la chaine 
legere (k ou 1) et la sous-classe (IgGl, IgG2a, IgG2b, IgG3) 
des mAbs anti-facteur VIII s'effectuent par la technique ELISA. 

La determination des Epitopes reconnus sur la 
molecule de facteur VIII se realise par la technique 
d f immunotransfert avec des solutions de facteur VIII natives 
15 ou apres clivage enzymatique A la thrombine. 

La capacity des mAbs anti-facteur VIII produits a 
inhiber la fonction est 6valuee, pour chacun de ceux-ci, par 
une m6thode de coagulation (mfethode Bethesda) (Kasper et al. 
(1975)) ainsi que par une mfethode chromog6nique bas§e sur la 
capacity qu'a le facteur X active par V association du facteur 
VIII et du facteur IX active, de transformer un substrat 
incolore en un substrat color6 (Svendsen et al. (1984)). 

Les lign£es cellulaires productrices d» anticorps 
monoclonaux humains anti-facteur VIII sont d6riv6es £ partir 
25 des lymphocytes B humains pr61ev6s dans la cavite abdominale 
de souris SCID immunises avec different s lots de facteur VIII 
apres reconstitution du syst£me immunitaire des animaux avec 
des lymphocytes humains. Les lymphocytes B sont mis en culture 
en presence de cellules fibroblastiques exprimant un r6cepteur 
30 pour la portion Fc des immunoglobulines sur laquelle est fixe 
un anticorps monoclonal anti-CD40. Ces cellules activees par 
la polymerisation du recepteur CD40 sont alors infectees et 
immortalis6es par le virus Epstein-Barr (Kozbor, (1981)). Les 
lignees cellulaires produisant les anticorps recherch6s peuvent 
35 alors 6tre sous-clon6es. 



20 
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Un autre aspect de 1' invention concerne un anti- 
inhibiteur caracterise en ce qu'il est dirige contre ledit 
inhibiteur du facteur VIII precedemment decrit. 

On entend par anti-inhibiteur dirige contre 
5 l 1 inhibiteur du facteur VIII, toute molecule biologique et/ou 
cellule susceptible d'interferer avec ledit inhibiteur de 
maniere a assurer son inactivation. 

De preference, un tel anti-inhibiteur est un 
anticorps (monoclonal ou polyclonal), ou un fragment 
10 d f anticorps anti-idiotypique anti-facteur VIII. 

Avantageusement, ces anti-inhibiteurs diriges contre 
les inhibiteurs du facteur VIII sont synthetises par un animal 
"chimerique" present ant un systeme immunitaire humain tel 

qu'une souris SCID-hu. 
15 Seules les souris qui produisent moins de 10 ug/ml 

d f immunoglobulines rfcsiduelles sont utilisees pour les 
experiences. 

Le modele est mis au point en utilisant des globules 
blancs periph6riques provenant de volontaires immunises contre 

20 le tetanos. 

La reconstitution est menee avec une seule injection 
i.p. de 15 a 20.106 mononucleates d'origine humaine. Ces 
cellules sont obtenues apres centrifugation en gradient Ficoll- 
Hypaque de sang p6riph6rique (environ 200 ml). Douze a vingt 

25 souris peuvent Stre reconstituees k partir d f un seul donneur. 
La production d f immunoglobulines humaines est mesurfee en 

fonction du temps. 

Les anticorps anti-idiotypiques anti-facteur VIII 
sont purifies £ partir d f un pool de plasma de depart, qui est 

30 constitue a partir de dons volontaires d'au moins 7200 donneurs 
pour augmenter la probability de trouver des anticorps anti- 
idiotypiques, par immunoaf finite au moyen d' anticorps anti- 
facteur VIII humains fixes de maniere covalente sur une colonne 
de Sepharose ou par une partie Fc sur une colonne de proteine 

35 G. Apr6s f ractionnement, par la m§thode de Cohn-Oncley, deux 
fractions Fr II et Fr III riches en IgG sont obtenues. Elles 
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serviront de preparation de depart pour la purification des 
anticorps anti-idiotypiq Ues . Ces anticorps monoclonaux seront 
obtenus a partir de cellules B prelevees chez les patients 
hemophiles. Ces cellules ont au prealable prolifere dans les 
5 souris SCID et ont ete transformees en cultures cellulaires 
secretrices par le virus EBV. L' utilisation de ces anticorps 
monoclonaux humains permet d'eviter 1 • introduction de proteines 
non humaines dans les preparations therapeutiques. Ces 
preparations sont evaluees pour leur efficacite de 

10 neutralisation des inhibiteurs provenant du plus grand nombre 
de patients hemophiles possible, par des analyses 
immunochimiques appro fondies. Plusieurs Stapes deactivation 
virale physique (traitement par rayonnement UVCF) , thennique 
et/ou chimique (par exemple par solvant-detergent) sont 

15 introduites dans le procede de purification afin d' assurer la 
plus grande security virale possible. 

I/idiotype propre aux anticorps humains est analyse 
en sequencant la partie variable de la molecule. Ces donnee- 
sont d' importance extr§me, car elles sont de grande utilite 

20 la fois dans le diagnostic et la regulation de la production 
des anti-facteur VIII. 

Jusqu'a present, la source d' anticorps necessaires 
a la confection de complexes antigenes-anticorps a ete 
autologue, c'est-a-dire que le patient lui-meme fournissait les 

25 anticorps. Nous savons depuis peu que des individus normaux 
avec des taux normaux de facteur VIII circulant, produisent des 
anticorps anti-facteur VIII dont l'activite dans le plasma est 
limitee par des anticorps anti-idiotypique correspondants. Des 
anticorps anti-facteur VIII prepares a partir d'un pool de 

30 gammaglobulines peuvent remplacer avantageusement la source 
autologue. 

II est egalement possible d'obtenir des cellules B 
humaines transformees avec le virus EBV qui produisent des 
inhibiteurs de patients hemophiles ou non hemophiles. Quatre 
35 lignfees ont ainsi ete obtenues, l'une d» elles reconnaissant la 
chaine legere du facteur VIII. Des souris SCID ont ete 
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repeuplees avec les cellules B secretrices d' inhibiteurs 
provenant de patients hemophiles ou non. La production est 
stimulee avec l'injection de facteur VIII plasmatique et de 
facteur VIII recombinant. II est done possible d'obtenir des 
5 cultures continues in vitro produisant lesdits inhibiteurs. 
Cette technique perroet egalement d'obtenir une production 
continue d'anticorps anti-idiotypes anti- facteur VIII. 

Un autre aspect de 1* invention concerne une 
composition pharmaceutique comprenant un element choisi parmi 
10 le groupe constitue par ladite sequence polypeptidique 
antigenique du facteur VIII, des fragments, des epitopes de 
celle-ci et/ou des parties fortes desdits epitopes ou desdits 
fragments, un inhibiteur du facteur VIII dirige centre eux, un 
anti-inhibiteur dirige contre ledit inhibiteur, et/ou un 

15 melange d'entre eux. 

Un autre aspect de 1' invention concerne un dispositif 
de diagnostic et/ou de purification, tel qu'un kit de 
diagnostic ou une colonne de chromatographie (telle que decrite 
par Ezzedine et al. (1993)), comprenant un element choisi parmi 

20 le groupe constitue par la sequence polypeptidique antigenique 
selon 1» invention, des fragments, des epitopes de celle-ci 
et/ou les parties fortes desdits epitopes ou desdits fragments, 
le complexe selon 1' invention, un inhibiteur dirige contre eux, 
un anti-inhibiteur dirige contre ledit inhibiteur, et/ou un 

25 melange d'entre eux. 

Le dispositif de purification peut done consister en 
une colonne de chromatographie telle que decrite par Ezzedine 
et al. (1993), comprenant la sequence du facteur VIII, des 
fragments, des epitopes de celle-ci et/ou les parties fortes 

30 desdits fragments ou epitopes fixes a la phase solide de la 
colonne de chromatographie. 

On fait ensuite passer sur cette colonne de 
chromatographie un liquide physiologique (tel que le serum) 
d'un patient comprenant des inhibiteurs du facteur VIII, 

35 lesdits inhibiteurs (par exemple des anticorps) se fixant de 
maniere specifique sur ledit facteur VIII, lesdits fragments, 
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lesdits epitopes ou lesdites parties fortes. 

Apres elution, il est possible de recueillir lesdits 
inhibiteurs en les faisant reagir avec des anti-inhibiteurs 
(anticorps anti-idiotypiques anti-facteur VIII) . 
5 II est possible aussi de caracteriser les anticorps 

anti-idiotypiques anti-facteur VIII presents dans un serum en 
faisant passer ces anti-inhibiteurs sur une colonne de 
chroma tographie sur laquelle des inhbiteurs du facteur VI I I ont 
ete fixes a la phase solide. 

10 Un ^rnier aspect de 1' invention concerne 

1 'utilisation de la composition pharmaceutic^ selon 
1' invention, pour la preparation d'une medicament destine a la 
prevention et/ou au traitement des desordres immunit aires, en 
particulier ceux induits par les inhibiteurs du facteur VIII, 

15 les inhibiteurs de la liaison du facteur VIII de von Willebrand 
(vWF) et/ou les inhibiteurs de la liaison du facteur VI II aux 
phospholipides membranaires . 
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REVEWD I CATIONS . 

1. Sequence polypeptidique antigenique, caracterisee 
en ce qu'elle est la sequence polypeptidique du facteur VIII. 

2. Sequence polypeptidique antigenique, caracterisee 
5 en ce que en ce qu'elle est depourvue des fragments suivants : 

Alanine 322 - Serine 750, Leucine 1655 - Arginine 1689, Lysine 
1694 - Proline 1782 et Acide Aspartique 2170 - Tyrosine 2332. 

3. Sequence selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce qu'elle est immunogenique. 

4. Sequence selon la revendication 3, caracterisee 
en ce qu f elle pr6sente une immunoaf finite avec des inhibiteurs 
du facteur VIII, de preference avec des anticorps ant i- facteur 
VIII. 

5. Sequence selon la revendication 3 ou 4 
caracterisee en ce qu f elle presente une immunoaf finite pour les 
recepteurs des lymphocytes T et/ou B. 

6. Fragment antigenique de la sequence selon la 
revendication 1 ou 2, caracteris6 en ce qu f il est choisi parmi 
le groupe constitue par les sequences polypeptidiques Al, A2, 
A3 ou C du facteur VIII. 

7. Fragment antigenique de la sequence polypeptique 
A3 selon la revendication 6, caracteris6 en ce qu f il est choisi 
parmi le groupe constitue par le fragment de sequence compris 
entre 1' Arginine 1652 et 1 'Arginine 1696, le fragment de 
sequence compris entre la Threonine 1739 et 1* Acide Aspartique 
1831 et/ou le fragment de sequence compris entre 1* Acide 
Glutamique 1885 et 1 'Arginine 1917. 

8. Epitope de sequence du fragment selon la 
revendication 7 caracteris6 en ce qu'il est choisi parmi le 
groupe constitue par : 

- 1' epitope compris entre 1' Arginine 1652 et la 
Tyrosine 1664 defini par la sequence suivante : 
SEQ ID N0:1: 

Arg Thr Thr Leu Gin Ser Asp Gin Glu Glu lie Asp Tyr 
15 10 
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- 1 'epitope compris entre l'Acide Aspartique 1681 et 
l'Arginine 1696 defini par la sequence suivante : 
SEQ ID NO: 2: 

Asp Glu Asp Glu Asn Gin Ser Pro Arg Ser Phe Gin Lys Lys Thr Arg 

15 . 



5 1 5 io 



- 1 'epitope compris entre la Threonine 1739 et la 
Tyrosine 1748 defini par la sequence suivante : 

SEQ ID NO: 3: 
10 Thr Asp Gly Ser Phe Thr Gin Pro Leu Tyr 
1 5 10 , 

- 1 'epitope compris entre l'Asparagine 1777 et la 
Phenylalanine 1785 defini par la sequence suivante : 

15 SEQ ID NO: 4: 

Asn Gin Ala Ser Arg Pro Tyr Ser Phe 
1 5 

- 1' epitope compris entre l'Acide Glutamique 1794 et 
20 la Tyrosine 1815 defini par la sequence suivante : 

SEQ ID NO: 5: 

Glu Asp Gin Arg Gin Gly Ala Glu Pro Arg Lys Asn Phe Val Lys Pro 

1 5 10 15 

Asn Glu Thr Lys Thr Tyr 
25 20 

- 1' epitope compris entre la Methionine 1823 et 
l'Acide Aspartique 1831 defini par la sequence suivante : 
SEQ ID NO: 6: 

30 Met Ala Pro Thr Lys Asp Glu Phe Asp 
1 5 

- 1' epitope compris entre l'Acide Glutamique 1885 et 
la Phenylalanine 1891 defini par la sequence suivante : 

35 SEQ ID NO: 7: 

Glu Thr Lys Ser Trp Tyr Phe 
1 5 
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- 1* epitope compris entre l'Acide Glutamique 1893 et 
l'Alanine 1901 defini par la sequence suivante : 

SEQ ID NO: 8: 

Glu Asn Met Glu Arg Asn Cys Arg Ala 
5 1 5 

- 1' epitope compris entre l'Acide Aspartique 1909 et 
l'Arginine 1917 dfefini par la sequence suivante : 

SEQ ID NO: 9: 
10 Asp Pro Thr Phe Lys Glu Asn Try Arg 
1 5 

9. Fragment antigenique de la sequence polypeptidique 
Al selon la revendication 6, caracterise en ce qu f il est choisi 
entre l'Alanine 108 et la Methionine 355, de preference entre 

15 l'Alanine 108 et la Glutamine 228 • 

10. Epitope de sequence du fragment selon la 
revendication 9, caracterise en qu'il est choisi parmi le 
groupe constitu6 par 

- I 1 Epitope compris entre l'Alanine 108 et la Valine 
20 128 defini par la sequence suivante : 

SEW ID NO: 10: 

Ala Ser Glu Gly Ala Glu Try Asp Asp Gin Thr Ser Gin Arg Glu Lys 

15 10 15 

Glu Asp Asp Lys Val 
25 20 

- 1' Epitope compris entre l'Acide Glutamique 181 et 

la Leucine 192 d6fini par la sequence suivante : 

SEQ ID NO: 11: 
30 Glu Gly Ser Leu Ala Lys Glu Lys Thr Gin Thr Leu 
1 5 10 

- 1' Epitope compris entre l'Acide Aspartique 203 et 

la Glutamine 218 defini par la sequence suivante : 

35 SEQ ID NO: 12: 

Asp Glu Gly Lys Ser Trp His Ser Glu Thr Lys Asn Ser Leu Met Gin 
15 10 15 
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- I 1 epitope compris entre l'Acide Aspartique 327 et 
la Methionine 355 defini par la sequence suivante : 

SEQ ID NO: 13: 

Asp Ser Cys Pro Glu Glu Pro Gin Leu Arg Met Lys Asn Asn Glu Glu 
5 1 5 10 15 

Ala Glu Asp Tyr Asp Asp Asp Leu Thr Asp Ser Glu Met 
20 25 

11. Fragment antigenique de la sequence 
polypeptidique antigenique A2 selon la revendication 6, 

0 caract6ris6 en ce qu'il est compris entre l'Acide Aspartique 
403 et l'Acide Aspartique 725, de preference entre l'Histidine 
693 et l'Acide Aspartique 725. 

12. Epitope de sequence du fragment selon la 
revendication 11, caract6ris§ en ce qu f il est choisi parmi le 

5 groupe constitue par : 

- 1' Epitope compris entre l f Acide Aspartique 403 et 
la Lysine 425 defini par la sequence suivante : 

SEQ ID NO: 14: 

Asp Asp Arg Ser Tyr Lys Ser Gin Tyr Leu Asn Asn Gly Pro Gin Arg 
0 1 5 10 15 

lie Gly Arg Lys Tyr Lys Lys 

20 

- l f epitope compris entre la Valine 517 et l'Arginine 
5 527 defini par la sequence suivante : 

SEQ ID NO: 15: 

Val Glu Asp Gly Pro Thr Lys Ser Asp Pro Arg 
15 10 

0 - 1' Epitope compris entre l'Histidine 693 et la 

Glycine 701 defini par la sequence suivante : 
SEQ ID NO: 16: 

His Asn Ser Asp Phe Arg Asn Arg Gly 
1 5 

5 

- 1' Epitope compris entre la Serine 710 et l'Acide 
Aspartique 725 defini par la sequence suivante : 
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SEQ ID NO: 17: 

Ser Cys Aso Lys Asn Thr Gly Asp Tyr Try Gly Asp Ser Tyr Glu Asp 
15 10 15 

13. Fragment antigenique de la sequence 
polypeptidique antigenique C selon la revendication 6, 
caracterise en ce qu'il est compris entre la Lysine 2085 et la 
Lysine 2249, de preference entre la Lysine 2085 et la Glycine 
2121. 

14. Epitope de sequence du fragment selon la 
revendication 13, caracterise en ce qu f il est choisi parmi le 
groupe constitue par : 

- I 1 epitope compris entre la Lysine 2085 et la 
Phenylalanine 2093 d6fini par la sequence suivante : 
SEQ ID NO: 18: 

Lys Thr Gin Gly Ala Arg Gin Lys Phe 
1 5 

- I 1 epitope compris entre l'Acide Aspartique 2108 et 
la Glycine 2121 defini par la sequence suivante : 

20 SEQ ID NO: 19: 

Asp Gly Lys Lys Trp Gin Thr Tyr Arg Gly Asn Ser Thr Gly 
15 10 

- 1* Epitope compris entre la Glycine 2242 et la 
25 Lysine 2249 d&fini par la sequence suivante : 

SEQ ID NO: 20: 

Gly Val Thr Thr Gin Gly Val Lys 
1 5 

15. Partie forte des fragments et/ou des epitopes 
30 selon l'une quelconque des revendications pr6cedentes 6 a 14, 

caracteris&e en ce qu'elle comprend l'acide amine Tyrosine 
et/ou l'acide amine Histidine lie 4 au moins deux autres acides 
amines identiques ou diff6rents. 

16. Epitope conformationnel caracterise en ce qu'il 
35 comprend au moins deux fragments differents, au moins deux 

Epitopes diff6rents et/ou au moins deux parties fortes 
differentes selon l f une quelconque des revendications 



10 
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precedent es 6 a 15. 

17. Complexe comprenant une proteine porteuse ou un 
peptide porteur lie a un element choisi panni le groupe 
constitu6 par la sequence, le fragment, l f epitope et/ou la 
partie forte d'un epitope ou d f un fragment selon 1'une 
quelconque des revendications precedentes. 

18. Inhibiteur du facteur VIII caract6ris6 en ce 
qu'il presente une immunoaf finite avec la sequence, le 
fragment, l'epitope, la partie forte d'un Epitope ou d'un 
fragment et/ou le complexe selon 1'une quelconque des 
revendications precedentes. 

19. Inhibiteur selon la revendication 18, caract6ris6 
en ce qu'il est un anticorps ou un fragment d' anticorps anti- 
facteur VIII. 

15 20. Anti-inhibiteur caract§rise en ce qu f il est 

dirige contre 1' inhibiteur du facteur VIII selon la 
revendication 18 ou 19. 

21. Anti-inhibiteur selon la revendication 20, 
caractSrise en ce qu'il est un anticorps ou un fragment 

20 d'anticorps anti-idiotypique anti-facteur VIII. 

22. Composition pharmaceutique caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins un 616ment choisi parmi le groupe 
constitue par la sequence, le fragment, 1" Epitope, la partie 
forte, le complexe, l f inhibiteur et/ou 1" anti-inhibiteur selon 

25 1'une quelconque des revendications precedentes. 

23. Dispositif de diagnostic et/ou de purification 
caracterise en ce qu'il comprend au moins un 61§ment choisi 
parmi le groupe constituS par la s6quence, le fragment, 
1* Epitope, la partie forte, le complexe, 1' inhibiteur et/ou 

30 1 'anti-inhibiteur selon 1'une quelconque des revendications 
precedentes 1 a 21. 

24. Dispositif selon la revendication 23, caracterisS 
en ce qu'il est une trousse de diagnostic. 

25. Dispositif selon la revendication 23, caract6rise 
35 en ce qu'il est une colonne de chromatographic. 

26. Utilisation de la composition pharmaceutique 
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selon la revendication 22 pour la preparation d'un medicament 
destine a la prevention et/ou a la therapie de desordres 

immunitaires . 

27. Utilisation selon la revendication 26, 
5 caracterisee en ce que les desordres immunitaires sont des 
desordres induits par les inhibiteurs du facteur VIII, les 
inhibiteurs de la liaison du facteur VIII au facteur de von 
Willebrand et/ou les inhibiteurs de la liaison du facteur VIII 
aux phospholipides membranaires . 
10 28. Procede de traitement therapeutique et/ou 

preventif de desordres immunitaires, caracterise en ce que l'on 
administre a un patient la composition pharmaceutique selon la 

revendication 22. 

29. Procede de traitement therapeutique et/ou 

15 preventif selon la revendication 28, caracterise en ce que les 
desordres immunitaires sont des desordres induits par les 
inhibiteurs du facteur VIII, les inhibiteurs de la liaison du 
facteur VIII au facteur de von Willebrand et/ou les inhibiteurs 
de la liaison du facteur VIII aux phospholipides membranaires. 

20 30. Procede d' identification et d'obtention 

d' inhibiteurs et/ou d'anti-inhibiteurs selon l'une quelconque 
des revendications precedentes 18 a 21, caracterise en ce que 
l'on fixe sur un support solide d'une colonne de 
chromatographie un element choisi parmi le groupe constitue par 

25 la sequence, le fragment, 1' epitope, la partie forte et/ou le 
complexe selon l'une quelconque des revendications precedentes 
1 a 17, en ce que l'on fait passer sur ladite colonne de 
chromatographie un liguide physiologique, d'un patient 
comprenant des inhibiteurs du facteur VIII, en ce que l'on elue 

30 et on recueille la fraction des inhibiteurs du facteur VIII 
ayant presente une immunoaf finite avec au moins un element 
choisi parmi le groupe constitue par la sequence, le fragment, 
1' epitope, la partie forte et/ou le complexe selon l'une 
quelconque des revendications precedentes 1 a 17, et 
35 eventuellement en ce ledit procede comporte les etapes 
suivantes : on fixe lesdits inhibiteurs du facteur VIII 



WO 96/02572 



37 



PCT/BE95/00068 



recueillis sur le support solide d'une colonne de 
chromatographie, on fait passer sur ladite colonne, des anti- 
inhibiteurs du facteur VIII, tels que des anticorps anti- 
idiotypiques anti-Facteur VIII, on elue et on recueille les 
5 anti-inhibiteurs ayant presnte une immunoaf finite avec les 
inhibiteurs du facteur VIII. 
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